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© Insulinderivate, Verfahren zu ihrer Hersteliung und ihre Verwendung. 



® Es werden Insulinderivate der allgemeinen Formeln I und II 
X-(Y 1 -S-S-Y J -Z-* , lnsu!in") m I 

A-S-Y r Z-"lnsulin n II 



worin 



f^X eine physiologisch vertragliche Kohlenstoffverbindung ist, 

^sta/* Y ' Unabhan9i9 voneinander eine chemische Bindung, oder eine organisch chemische Verbruckung 
§S ein Schwefelatom ist, 

CO "Insulin" den biologisch aktiven peptidartigen Anteil eines naturlichen oder semisynthetischen synthetischen 
w oder gentechnisch hergestellten Insulins Oder eines seiner biologisch aktiven Analoga ohne die nicht essentielle 
(vjAmmofunktion bedeutet, 

C>|Z eine fur die biologische Aktivitai des Insulins nicht essentielle Aminofunktion ist, 

Q A ein Wasserstoffatom oder eine thiolhaltige. physiologisch vertragliche Kohienwasserstoffverbindunq ist und 
m eine ganze Zahl von 1 bis 20 ist, 

CL 

"Jdiese Derivate enthaltende Mittel, Verfahren zur Hersteliung dieser Derivate sowie ihre Verwendung zur 
Behandlungvon Stoffwechselstorungen beschrieben. 
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Insulinderivate, Verfahren zu ihrer Herstellunq und ihre Verwenduna 

. Die Erfrndung befrifft Insulinderivate, Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre Anwendung. 

InsuHn ist ein Polypeptidhormon mit einem Molekulargewicht von etwa 6.000 DaKon. Seine beiden 
Aminosaureketten A und B sind iiber Disulfidbrucken miteinander verbunden. Insulin wird als Proinsulinform 
in den 0-Zellen des Pankreas synthetisiert und durch proteolytische Modifizierung unter Abspaitung eines 
s als C-Peptid bezeichneten Teils als aktfve Form ausgeschieden. Es besrtzt eine wichtige Funktion im 
Glucosestoffwechsel von Saugem. Neben seiner blutzuckersenkenden Bgenschaft hat es auch EinfluB auf 
den Protein-und Feftsaurestoffwechsel. 

Es ist bekannt, daB Insulin zur Therapie des Diabetes mellitus eingesetzt warden kann. Durch Zusatz 
von Protamin Oder Spermidin oder ahnlichen Verbindungen Oder durch Zusatz von Zinksalzen erhalt man - 
70 schwerfosliche Insulinderivate, die zum Beispiel bei subkutaner Applikation eine langanhaltende Blutzucker- 
senkung bewirken. Bei diesen langwirkenden Depot-lnsulinderivaten konnen jedoch Nebenwirkungen auftre- 
ten. AuBerdem werden diese schwerloschen Insulinverbindungen bei s.c. Applikation haufig unqleich 
resorbiert 

im Gegensatz dazu ist "Aitinsulin" rasch wirksam. Die Wirkung klingt aber nach wenigen Stunden ab. 
75 Aufgabe der ErRndung ist daher die Enrwicklung eines intramuskuiar oder subkutan resorbierbaren 
insuiindert vates, das neben einer guten Losiichkeit die Nachteile des Altinsulins oder der langwirkenden 
Depot-tnsuline nicht oder nur vermindert aufweist. 

Es wurde Oberraschenderweise gefunden. dafl durch eine Bindung von Insulin an eine physiologisch 
veriragiiche Kohlenstoffverbindung ein wasserlosliches Insulinderivat hergestellt werden kann das eine 
so vergfeichbar rasche Wirkung wie "Aitinsulin" entfaitet, jedoch im Vergleich dazu eine deutiich langere 
Wirkdauer ahnlich wie ein Depotinsulin besitzL 

Es wurde weiterhin Oberraschenderweise gefunden, daB durch Kupplung von Insulin an einen 
Proiemase-lnhibitor ein Insulinderivat hergestellt werden kann, das gegen proteolytische Inaktivierung ge- 
scFtutzt ist 

as Es wurde weiter Oberraschenderweise gefunden, daB durch eine Bindung von Insulin an eine 
physiologisch vertragliche Kohlenstoffverbindung uber eine Disulfidbrucke ein Insulinderivat erhalten werden 
kann, das eine definierte Stochiometrie von Insulin zu Kohlenstoffverbindung besitzt. 
Qegenstand der Bfindung ist ein Insulinderivat der allgemeinen Formel I 

so X-(Y,-S-S-Y : rZ-' , !nsu!in") m I 



A-S-Y a -Z-"Insuiin" II 
worin 

X eine physiologisch vertragliche Kohlenstoffverbindung ist, 

Y„ Y, und Y, unabhangig voneinander eine chemische Bindung, oder eine organisch chemische Ver- 

bruckung sind, 

S ein Schwefelatom ist, 

"Insulin" den biologisch aktiven peptidartigen Anteii eines naturlichen oder semisynthetischen, syntheti- 
schen oder gentechnisch hergesteliten Insulins oder eines seiner biologisch aktiven Anaioga ottne die nicht 
essentielle Aminofunktfon bedeutet, 

Z eine fur die biologische Aktivitat des Insulins nicht essentielle Aminofunktion ist, 

A ^ein Wasserstoffatom oder eine thiolhaltjge, physiologisch vertragliche Kohlenwasserstoffverbindung ist 
m eine ganze Zahl von 1 bis 20 ist. 

Als physiologisch vertragliche Kohlenstoffverbindung konnen Dextran, Hydroxyethylstarke, Gelatine 
oder verwandte abgebaute bzw. quervernetzte Kollagenverbindungen, Polyaminosaureverbindungen Polyo- 
xyethylen oder Polyvinylpyrroiidon und deren Derivate, aber vorzugsweise ein losiiches Polymer, insbeson- 
dere ein Polypeptid Oder Protein verwendet werden. Die Molekulargewichte liegen zwischen 500 und 
1,5" 10 Daiton, vorzugsweise aber zwischen 2.000 und 500.000 Dalton. 

in einem besonders bevorzugten insulinderivat wird als physiologisch vertragliche Kohlenstoffverbin- 
dung em Enzym-lnhibftor, besonders ein Proteinase-Whibitor, beispielsweise aipha,-Antjtrypsin, verwendet. 
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Y„ Y 2 und Y, konnen unafahangig voneinaader eine chemische Bindung oder sine organisch chemische 
Verbuckung, vorzugsweise ein aliphatischer, araliphatischer Oder aromatischer Kohlenwasserstoffrest sein 
in dem Kohlenstoffatome oder Wasserstoffatome durch Heteroatome, besonders N, 0, P oder S ersetzt seiri 
konnen. 

In einem bevorzugten Insulinderivat bedeuten Y, oder Y 3 eine Bindung und enthalt Y, eine -CH 2 -CH - 
CO-Gruppe. 

Z bedeutet eine fur die bioiogische Aktivitat des Insulins nicht essentielle Aminofunktion, vorzugsweise 
aber die N-terminale Aminosaure der B-Kette des Insulins. 

In einem besonders bevor2ugten Insulinderivat wird ein Insulin verwendet, das die folgende N-terminaie 
Sequenz in der B-Kette hat Phe(1)-Val(2}-Asn(3>-Giu(4)-His(5)-Leu(6). 

Z-"lnsulin" bedeutet ein natiirliches oder ein semisynthetisch, synthetisch oder gentechnisch hergesteil- 
tes Insulin oder eines seiner biologisch aktiven Analoga. Es konnen auch "Insuline" verwendet werden die 
in der B-Kette N-terminal oder C-terminal verkiirzt oder verlangert worden sind. 

Vorzugsweise wird aber ein Insulin verwendet, das als N-terminale Aminosaure in der A-Kette Glycin 
und in der B-Kette Phenylalanin besitzt. y 

Besonders bevorzugt werden Human-, Schweine-oder Rinderinsulin verwendet. 

"Insulin" bedeutet den biologisch aktiven peptidartigen Anteil von Insulin ohne die nicht essentielle 
Aminofunktion Z. 

Falls A eine thiolhaltige, physiologisch vertragliche Kohlenwasserstoffverbindung bedeutet kann als 
solche ein Al.phat, Araliphat oder Aromat verwendet werden, in denen Kohlenstoffatome oder Wasserstoffa- 
tome durch Heteroatome, besonders N, O, P oder S ersetzt sein konnen. Diese Konlenstoffverbindung 
enthalt von 1 bis 50, vorzugsweise 1 bis 20 Kohlenstoffatome und von O bis 30, vorzugsweise 0 bis 15 
Heteroatome. In einem bevorzugten Insulinderivat werden Thiopyridin, Cystein, Thiopropionsaure Thiopyri- 
dylcarbonsaure, Mercaptobernsteinsaure, Gluthathion. Cysteamin oder Thiamin verwendet. In einem beson- 
ders bevorzugten Insulinderivat wird ein substituierter Pyridyirest, beispielsweise 2-Mercaptopyridin verwen- 
det Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines Insulinderivates der Formel 
I Oder H dadurch gekennzeichnet, dafl eine fQr die bioiogische Aktivitat des Insulins nicht essentielle 



Schutzgruppe-S-Yj-Z-lnsulin 111 

umgevvandelt und gegebenenfalls mit einem Thiol umgesetzt wird. wonach eine Verbindung der Formel I 
oder II erhalten wird. 

Besonders ist Gegenstand der Erfindung ein solches Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dafl selektiv 
die N-termmale Aminosaure der A-Kette eines insulins und das Lysin B-29 der B-Kette eines Insulins mit 
emer Aminoschutzfunktion versehen und die N-terminale Aminosaure der B-Kette des Insulins mit einer 
tn.olhaltigen oder d.e Thiolfunktion in einer geschutzten Form enthaltenden Verbindung, die mit Aminogrup- 
pen reagieren kann, umgesetzt werden, wodurch die Thiolfunktion kovalent an die N-terminale Aminosaure 
der Insulin-B-Kette gebunden wird, und die Aminoschutzgmppen und gegebenenfalls die Thiolschutzgruppe 
entfernt werden und gegebenenfalls mit einer Verbindung der Forme! X-Y.-SH reagieren gelassen wird 

in einer bevorzugten Verfahrenweise werden zunachst die Aminofunktionen von Qlycin-A-1 sowie Lvsin- 
B-29 nach in der Peptidchemie Ublichen Methoden selektiv geschutzt wie beispielsweise durch Umsetzung 
m,t t-Butyloxycarbonyl-Ak tivesterderivaten unter Einfuhrung der t-Butyloxycarbonylgruppe (Boc) wobei ein 
als as-Boc-lnsulln bezeichnetes Derivat entsteht. In einem besonders bevorzugten Verfahren wird t- 
Bu^loxycarbonyl-Hydroxisuccinimidester (Boc-Osu; Chem.Ber. (1975) 108, 275B-2763) verwendet Dann 
w,rd eine Thiolfunktion gegebenenfalls in Form einer Verbindung, die diese in einer geschutzten Form 
enthalt, e.ngefuhrt. Unter einer geschutzten Form der Thiolgruppe versteht man eine Verbindung, in der die 
Th,olfunkt,on uber eine Disulfidbindung mit einer anderen thiolhaltigen Komponente, wie beispielsweise 
Pyndmth.on, verbunden ist. Die f^ofhaltige Komponente kann dann unter reduzierenden Bedingungen 
abgespalten werden. a s 

In einer bevorzugten Verfahrenweise wird das Bis-Boc-lnsulinderlvat mit einem Thiol Oder eine ein Thiol 
in Oesohuteter Form enthaltenden Reaktivkomponente, beispielsweise ein Thioalkylimidat, Thiolacton Oder 
Pyndyldithioester umgesetzt. Durch Reaktjon der N-terminalen Aminogruppe der intakten oder verktirzten 
lnsul,n-B-Kette rnit emem th.olhaltlgen Aktivester, wobei beispielsweise Ester des Hydroxisuccinimids oder 
o-oder p-Nitrophenols verwendet werden konnen, wird die Thiolfunktion eingefuhrt. 

*Jl- e -T^ Z S l^™ b ° WrZUgten Verfa n«-enweise wird als thiolhaltige Reaktivkomponente N- 
Succinimidyl-3-(-2-Pyridyldithio)-propionat verwendet 
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rung geschutz J ST" Mbm ^ 9896,1 InakBvie- 

■Jksss^^ >™ „, subku . 

meIlitus,einge Se tztwerden. d ' U " 9 V0 " Sto ^ch Seter kr a nkungen, beispielsweise des Diabetes 

verabreicht weln 3 96619(1616 vertr ^ **» und Stabi.isatoren iS£ 

warden 6 hrtB *** -""ten* ,B. i,.. i.n,, ,, od er mWete einer Insulinpumpe app feiert 

Diefoigenden Beispiel eriautem die Erfindung. 



Beispiel 1 

Albumin-S-S-Insulin-Komplex 
a) Bis-Boc-lnsuiin 



schlTeflend in ca 250 m nKi* ohge Ructatend wurde mit 10 ml Methanol versetzt und an- 
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schlietend wurde der getrocknete Niederschlag in 6 ml 0,5 % NIH.HCO, geiost und Ober Sephadex®G-50 s , 
m 0,5 /«, NH.HCOj gelfiltriert. Die Bis-Boc-lnsulin enthaltenden Fraktionen wurden vereiniqt und an- 
schlieJJend iyophilisiert. Auswaage: 0,85 g. 

b) PDP-Bi-Boc-lnsulin 

Zu 36 mg Bi-Boc-lnsulinderivat in 3 ml 0,1 mol/l Natriumphosphat, 100 mmol/l NaCI pH 7,5 fQgto man 
unter Ruhren tropfenweise 300 ul N-Succinimidyl-3-2(P y nd y ldithiD) P ropionat(SPDP)-t_osung (20 mmol/l in 
Ethanoi) zu Die Lcsung lie/3 man 30 min. bei Raumtemperatur stehen. Das 2-Pyridyl-S-S-CH 2 -CH 2 -CO-NH- 
Snrn J'; 800 {PDP - Bi - B ° M ^ ^ man durch Geffi.traiion an Sephadex G-50 in 5 g/I 
NM,HUU 3 pH 8,5 von Verunreinigungen ab und lyophilisierte anschlieflend. 

c) PDP-lnsulin 

30mg PDP-Bi-Boc-lnsulin ISste man in 400 ul Trifluoressigsaure, die 40 til Anisol enthielt Die Losuna 
heS man unter FeuchtjgkeitsausschluS 30 min. bei RT und 15 min bei 4°C stehen. Anschliefiend gofl man' 
nl e MH S won m ToV 00 ^ k3lten Hher ' ° Sr Niederschla 9 «"«te ^ehrfach mit Ether gewaschen, in 3 ml 5 
2 D n D ' P ? 1 9 * UMd dUrCh Gelfiltra,ion an Sephadex® G-50 von Verunreinigungen befreit. Das 
Zl^^nrir a Z C ™T nd ' y °P hiliSiert - lm W-Spektrum war nacn Reduktion mit 0.5 mmol/l 
Drfh.othre.tol (DTE) e.ne zusStzliche Bande bei X_ 343 nm zu erkennen, die freiem Pyridinthion entspricht. 

d) Albumin-S-S-lnsuiin 

33 mg Mercaptalbumin wurden in 4 ml 50 mmol/l Kaliumphosphat, 200 mmol/l NaCI pH 8,5 gelSst und 
m* 3,3 rng PDP-lnsulin in 1 ml des gleichen Puffers gemischt. Die Reaktionslosung liefi man 1 h bei RT 
und 4 h be, 4°C stehen. Dor gebildete Albumin-S-S-lnsuiirrKomplex wurde durch Gelfiltration an Biogel ® P 
™„Tn? n RMns P a «™™ abgetrennt. Im SDS-Gel war sine Bande, die einem Produkt von etwa 

^SSS^S^nZS^ SiCH " " Band8n ^ ^ 66 -°°° 



PDP-lnsulin wurde wie in Befspiel 1 beschrieben hergestellt. 

NaCU^StT^^, n U I d t in 2 m ' 6iner L6SUn9> dfe 50 mm0l/l Kali ^Ph°sphat und 200 mmol/l 
NaCI (pH 8 5) und 25 mmol/l D.thiothre.tol enthielt, geiost Die Reduktionslosung lie/3 man 1 h bei 37"C und 
.„ «. • k I 15 *™ md trennte anschlieesnd das Reduktionsmittei durch Gelfiltration an Sephadex 9 G-50 
n gle.chem Puffer ab. 27 mg alpha,-Antitrypsin-SH in 6 ml obigen Puffers mischte man mit 3 2 ma PDP- 
Insuhn m 1 ml Puffer. Die Behandlung und Aufarbeitung der Komplexmischung wurde wie in Beispiel 1 be- 
schneben vorgenommen. Im SDS-Gel war eine Bande mit einem MG von etwa 50.000 Dalton zu erkennen 
SB zeitel nach Reduktion mit DTE in 2 Banden mit Molekulargewichten von eta 54.000 und 6 000 Dalton' 
Der geremigte alpha.-Antitrypsin-S-S-lnsulin-Komplex zeigte inhibierende Eigenschaften gegenDber Protea- 
sen wie Chymotrypsin, Trypsin und Elastase. "' 

Beispiel 3 

^.ESST^ ™ h BeiS > ie ' 2 he ^ste,.t, wobei Schweineinsulin 
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/=> Abhangigkert: von der Zeit in Prozent des Anfangswertes 
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0 AI = Altinsulin 

KI = alpha 1 -Antitrypsin-S-s-lnsulin-Komplex 
IE = Internationale Insulineinheit 

' Beispiel 4 
Beispief 5 

Pankreafecher Trypsininhifaitor (PTI)-S-S-lnsiilin-KompIex 

von 12 .000 Dalton eSnnen ^ TrYPSm - SDS " Ge ' War eine Bande mit •I™ MG 
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Dextran-S-S-lnsulin-Komplex 

Aminofunktionalisiert.es Dextran wurde wie in Beispiel 3 beschrieben mit N-Acetyl-DL-Homocysteinthio- 
lacton umgesetzt. Der Thiolgehait pro moi Dextran betrug etwa 4 mol Thiolgruppen. Die weitere Umsetzung 
5 mit PDP-lnsuiin zum Komplex wurde wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt 



Beispiel 7 

io Cystein-S-S-lnsulin-Komplex 

PDP-lnsulin (25, mg), wie in Beispiel 1 beschrieben, hergestellt und gelost in 5 ml 50 mmol/l 
Nairiumphosphat und 150 mmol/l NaCI, pH 5,0 wurde mit 0,75 g Cysteinhydrochlorid in 100 uJ desselben 
Puffers umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Messung des freigesetzten Pyridinthions bei 343 nm verfolgt. 
is Das Reaktionsprodukt wurde durch Gelfiltration an Sephadex® Q-50 s , in 5 g/I NH,HC0 3 , pH 8,3 von 
Verunreinigungn abgetrennt und lyophilisiert. 



Beispiel 8 

20 

Thiamin-S-S-lnsulin-Komplex 

25 mg PDP-lnsulin in 2 ml 50 mmol/l Natrium phosphat, pH 8,0 wurden mit 0,7 mg Dithiothreitol 
behandelt. AnschlieBend wurde mit 3 mg Thiamintetrahydrofurfuryldisulfid in 2 ml obigen Puffers umgesetzt. 
25 Das Reaktionsprodukt wurde durch Gelfiltration an Sephadfix® G-50 E , in 5 g/I NH.HCO,, pH 8,3 von 
Verunreinigungen abgetrennt und lyophilisiert. 

Die Insulinverbindungen nach Beispiel 5 bis 8 zeigten im Kaninchenmodell eine biutzuckersenkende 
Wirkung. 

30 

AnsprUche 

1 . Insuiinderivat der allgemeinen Formel I 
35 X-(Y,-S-S-Y 3 -Z-"lnsutin") m I 

Oder II 

A-S-Y,-Z-"lnsulin" II 
worin 

X eine physiologisch vertragliche Kohlenstoffverbindung ist, 

Y„ Y 3 und Y 3 unabhangtg voneinander eine chemische Bindung oder eine organisch chemische Ver- 
45 brukkung sind, 

S ein Schwefelatom ist, 

"Insulin" den biologisch aktiven peptidartigen Anteil eines naturiichen Oder semisynthetischen, syntheti- 
schen Oder gentechnisch hergestellten Insulins oder eines seiner biologisch aktiven Anaioga ohne die nicht 
essentielle Aminofunktion bedeutet, 
so Z eine fur die biologtsctie Aktivitat des Insulins nicht essentielle Aminofunktion ist, 

A ein Wasserstoffatom oder eine thiolhaltige, physiologisch vertragliche Kohtenwasserstoffverbmdung ist 
und 

m eine ganze Zahl von 1 bis 20 ist 

2. Insuiinderivat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Y„ Y 2 und Y 3 unabhangig voneinander 
55 eine chemische Bindung oder ein aliphatischer, araliphatischer oder aromatlscher Kohienwasserstoffrest 

sind, in dem Kohlenstoffatome oder Wasserstoffatome durch Heteroatome, besonders N, O, P oder S 
ersetzt sein konnen. 
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^c^Z^o^^J' d3dUrCh ^™"et « X sin , 5slich es, pnysioiogiscb ve , 
alpha llXSir APSPrUCh 1 ' «^»»-** « X ein Proteinase^, vorzugsweise 



Schuizgnjppe-S-Y 3 -Z-lnsulin lit 



' umgewandeit und gegebenenfalls mit einem Thiol umgesetzt wird 

Thfoifunioion in einer geschttete enLfende" « 1™ einer * iolhaJS 9^ <*er die 

umgesetzt werden, wlrch die T^nS va, e ^ N tr^f r^™^ ^ 
gebunden wird, und die Aminoschutzgruppen uTo^eSrinfalT Th* , hT^* ]nM ^ 
und gegebene nf;ls mit e ; ner VerbSngTr ^^Z"^^^ 

1 ™ echselst6mngen , 



PafentansprUche ftir folgenden Vertragsstaat: ES 

1. Verfahren zur Herstellung eines InsulindenVafe der ailgemeinen Formel i 
ss X-{Y, S-S-Y 2 -Z-"Insulin") m l 



A-S-Y 3 -2-"lnsulin" 



X eine physioiogisch vertragliche Kohienstoffverbindung fet 

br'akLTsind, Unabh§n9i9 VOnein3nd9r *» Ch6miSCte Bhduna oder eine organise enemische Ver- 
S ein Schwefelatam ist, 

"Insulin" den biologisch aktiven peptidartiqen Anteil Pint.* r.=»«w^h 

schen odergentechnisch hergestelten fnsulfn ode TLnZ I I ^ ^ sem ' s y n ^chen, syntheti- 
essentielie Aminofunktion bedeutJ ^ aWiven Ana, ° 9a ohne *» nici * 

A e'SaS r S°S iSChe d8S ,nSU,i " S " fcht esse "«^ Aminofunkiion ist 

und WaSSe « 0m *» thio.bai.ge, pnysioiogiscb vertrSgiicne KobSwasserstoffverbindung ist 
m eine ganze 2ahi von 1 bis 20 ist. 
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Schutzgruppe-S-YtrZ-lnsulin III 

umgewandelt und gegebenenfalls mit etnem Thiol umgesetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS selektiv die N-terminale Aminosaure der - 
A-Kette eines insulins und das Lysin B-29 der B-Kette desselben Insulins mit einer Aminoschutzfunktion 
versenen und die N-terminale Aminosaure der B-Kette des Insulins mit einer thiolhaliigen oder die 
Thiolfunktion in einer geschutzten Form enthaltenden Verbindung, die mit Aminogruppen reagieren kann, 
umgesetzt werden, wodurch die Thiolfunktion kovalent an die N-terminale Aminosaure der Insuiin-B-Kette 
gebunden wird, und die Aminoschutzgiuppen und gegebenenfalls die Thiolschutzgruppen entfernt werden 
und gegebenenfalls mit einer Verbindung der Forrnel X-Y,-SH reagieren gelassen wird. 



• J) 
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© Insulinderivate, Verfafiren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. 



A ein Wasserstoffatom oder eine thiolhaltige, phy- 
siologisch vertragliche Kohlenwasserstoffverbindung 
ist und 

m eine ganze Zahl von 1 bis 20 ist, 

diese Derivate enthaltende Mittel, Verfahren zur Her- 
stellung dieser Derivate sowie ihre Verwendung zur 
Behandlung von StoffwechselstSrungen beschrieben. 



essentielle Aminofunktion ist. 



© Es werden insulinderivate der ailgemeinen For- 
meln I und II 

X-(Y,-S-S-Y 2 -Z-"lnsulin") m I 
A-S-Y 3 -Z-"lnsulin" II 



<v)X eine physiologisch vertragliche Kohlenstofiverbin- 
dung ist, 

qYt, Y 2 und Y 3 unabhangig voneinander eine chemi- 
©sche Bindung, oder eine organisch chemische Ver- 
<0 bruckung sind, 
pjS ein Schwefelatom ist, 

O "Insulin" den biologisch aktiven peptidartigen Anteii 
Seines naturlichen oder semisynthetischen, syntheti- 
gjschen oder gentechnisch hergestellten insulins oder 

eines seiner biologisch aktiven Analoga ohne die 
[Jjnicht essentielle Aminofunktion bedeutet, 

Z eine fur die biologische Aktivltat des Insulins nicht 
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1 rcPRllHRF-NPFLICHTIGE PATENTANSPRPCHE 



Die vorHegende europaiache Palentanmeldung enthielt Bei 

p AM AnsprucmgebQhren warden innerhalb der vorgeschrlabenen Frist entrichtet. DBrvorllegenda europaische 

Rectiarchenbertaht wurdfi fur alia PatentanspruchoerstellL 
1—1 Nur ein Tell der Anspruehsgebtlhren wurde Innarhalb dor vorgeschriebanen Frist entrichtet. Der vorHegende 
U europaische Recherchenbarlcht wurde filr dia arsten *ehn sowle Mr jane PatentansprOcha erstallt tor die 



Keine der Anspruchsgebuhren wurde innarhalb der vorgesehriebenen Frist 
paische Recherchenberlcht wurde fOr dla ersten zehn Patentansprflehe erstallt. 



I MANGELNDE EINHEITLICHKEIT DER ERFINDUNG 



lit die vorliegondo europfiische Patontanmeldung nlorrt 
ungen an die Einheitlichkelt der Erflndung: sie enthalt mehrere Erflndungen Oder Gruppen von Ertlndungen, 



Siehe Annexe -B- 



Alia waiteren ReoherchengebCJhran wurden Innernalb der geselzten Frist entrichtet. Der vorHegende euro- 
paische Recherchenberlcht wurde f Ur alia PatBntanspruche erstallt. 

Nur ein Tell der welteren Recherchengebilhran wurde Innarhalb der gesetzten Frtat entrichtet. Dar vorllegende 
europaischB HeeherchenbericM wurde far dte Telle der Anrneldung erstellt. die clch > u l Erflndungen bezlehon, 
(Ur die Recherehengebuhren entrichtel wbrden slnd. 
namlichPatentansprache: 4,9, 1-3,5-8,10 teilweise (Punkte 1 Und 2) 
Keine der welteren Recherchengebuhren wurde Innarhalb der gesetztan Frist entrichtet. Der vo 
paische Recherchenberlcht wurde fUr die Tails der Anmeldung srstatK. die steh aut d 
ansprlichan erwahnte Erflndung bezlehen. 



i Patentansprtlche: 
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[ MANGELNDE EINHEITLICHKEtT PER ERFINDUNG 



Nsch Auflass'ing aer Ftecnerehenaoleilung emsDnchl die vorliegenoe europaiscne Palenlanmeldung nicht den Anforde- 
rungen an die Einheitlichkeit aer Erfmdung: sie enlhSIt menrere Erfmaungen Oder GruDDen von Erfindungen. 



1. Anspriiche: 4 insgesarht; l-3j5-10 teilweise: 
Insulinderivate der Formel I, worin X ein Proteasein- 
hibitor ist; Verfahren zu deren Herstellung und 
deren Verwendung. 

2. Anspruche: 9 insgesamt; 1-3,5-8,10 teilweise: 
Insulinderivate der Formeln I oder II, worin de N- 
terminale Arainofunktion der B-Kette selektiv durch einen 
eine Disulfidbriicke enthaltenden Rest modifiziert ist 

(A und X $ Proteinaseinhibitor) ; 

Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung. 

3. Anspruche: 1-3,5-8,10 teilweise: 

Andere Derivate von Insulin gemass Anspruch 1. 
NB-: Einschlagige Verbindungen sind bereits bekannt, deshalb 
kann kein einheitliches erfinderisches Konzept anerkannt 
werden. Da der Anspruch 1 ausserordentlich breit formuliert 
ist , und dariiber hinaus die Verbindungen von Anspruch 1 
chemisch nicht ausreichend beschrieben sind, ist es der DGl 
nicht moglich, etwa vorhandene, fiber die Punkte 1 und 2 
hinausgehende Konzepte aufzuspiiren. Sollten die Anmelder • 
iiber den Umfang der Punkte 1 und 2 hinausgehenden Patent- 
schutz anstreben, so sind sie hiermit auf gef ordert , die zu- 
satz lichen erf inderischen Konzepte klar zu spezif izieren, wo- 
bei fur jedes Konzept eine separate Recherchengebiihr zu 
entrichten ist. ■ 
Ohne Spezifikation(en) ist fur Punkt 3 keine sinnvolle 
Recherche moglich (Siehe Art. 82-84 EPC) . 
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| Description of EP0233600 



I Notice: This translation is produced by an automated process; it is intended only to make the technical content of the 
original document sufficiently clear in the target language. This service is not a replacement for professional translation 
services. The esp@cenet® Terms and Conditions of use are also applicable to the use of the translation tool and the results 

| derived therefrom. 



Insulin derivatives, methods to their preparation and their use 

The invention relates to of insulin derivatives, methods to their preparation as well as its application. 

Insulin is a Polypeptidhormon with a molecular weight of approximately 6,000 Dalton. Its two amino acid chains A and B 
are linked with one another over disulfide bridges. Insulin becomes as pro insulin form in the ss-cells pancreas synthesized 
and by proteolytic modification bottom cleavage one as C-peptide of referred part as active form excreted. It possesses an 
important function in the glucose metabolism of mammals. Beside its to blood-sugar-lower property has it also influence 
on the protein and fatty acid metabolisms. 

It is known that insulin can become the therapy of the diabetes mellitus used. By addition of protamine or Spermidin or 
similar compounds or by addition of zinc salts one receives severe-soluble insulin derivatives, which cause a long lasting 
blood sugar lowering for the example with subcutaneous application. With these prolonged-acting depot insulin derivatives 
however side effects can occur. In addition these severe insulin connections become with s.c. Application frequent unequal 
absorbs. 

In the contrast in addition "old insulin" is rapid effective. The effect fades away however after few hours. 

Object of the invention is therefore the development of an intramuscular or subcutaneous resorbable Insulinderi of vates, 
which does not exhibit the disadvantages of the old insulin or the prolonged-acting depot insulins beside a good solubility 
or only reduced ones. 

A top It surprisingly found that can become prepared by a connection of insulin to a physiological compatible carbon compound a 
water-soluble insulin derivative, a comparable rapid effect like "old insulin" the deployed, however in the comparison in 
addition a significant longer period of effectiveness similar as a depot insulin possesses. 

It was further surprisingly found that can become prepared by clutch of insulin to an Proteinase inhibitor an insulin 
derivative, which is protected against proteolytic inactivation. 

It was more other surprisingly found that can become obtained by a connection of insulin to a physiological compatible 
carbon compound over a disulfide bridge an insulin derivative, which possesses a defined stoichiometry from insulin to 
carbon compound. 

Subject matter of the invention is an insulin derivative of the general formula I 
X (Y1-S-S-Y2-Z "insulin") m I 
or II 

A-S-Y3-Z "insulin" II 

X a physiological compatible carbon compound is, 

Yl, Y2 and Y3 a chemical bond, or an organic chemical verb moving are independent, 
S a sulphur atom is, 

"Insulin" the biological active peptidartigen portion of a natural or semisynthetischen, synthetic or genetically prepared 
insulin or one of its biological active analogues without the not essential Aminofunktion means, 
Z a Aminofunktion not essential for the biological activity of the insulin is, 
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A an hydrogen atom or a thiolhaltige, physiological compatible hydrocarbon compound is and 
m a whole number from 1 to 20 is. 



As physiological compatible carbon compound can dextran, Hydroxyethylstarke, gelatin or used diminished and/or. 
transversecrosslinked Kollagenverbindungen, Polyaminosaureverbindungen, Polyoxyethylen or polyvinylpyrrolidone and 
their derivatives, but preferably a soluble polymer, in particular a polypeptide or a protein used become. The molecular 
weights lie between 500 and l,5xl0< 6> Dalton, preferably however between 2.000 and 500.000 Dalton. 



In a particularly prefered insulin derivative an enzyme inhibitor, particularly an Proteinase inhibitor, becomes for example 
alphal-Antitrypsin, used as physiological compatible carbon compound. 

Yl, Y2 and Y3 can to be independently a chemical bond or an organic chemical bending, preferably more aliphatic, 
araliphatic or aromatic hydrocarbon residue, in that carbon atoms or hydrogen atoms by Heteroatome, particularly N, O, P 
or S a replaced to be be able. 



In a prefered insulin derivative Yl or Y3 means a connection and contains Y2 one - CH2-CH2-CO-Gruppe. 



Z means a Aminofunktion not essential for the biological activity of the insulin, preferably however the N-terminal amino 
acid of the B-chain of the insulin. 



In a particularly prefered insulin derivative an insulin becomes used, which has the subsequent N-terminal sequence in the 
B-chain: Phe (1) - Val (2) - Asn (3) - Glu (4) - His (5) - Leu (6). 



Z "insulin" means a natural or semisynthetisch, synthetic or genetically prepared insulin or one of its biological active 
analogues. "Insulins" used can also become, which in the B-chain N-terminal or C-terminal truncated or extended are. 



Preferably however an insulin becomes used, which possesses glycine as N-terminal amino acid in the A-chain and in the 
B-chain phenylalanine. 



Particularly prefered becomes human, pig or cattle insulin used. 



"Insulin" means the biological active peptidartigen portion of insulin without the not essential Aminofunktion Z. 

Case A a thiolhaltige, physiological compatible hydrocarbon compound meant, can become as such a Aliphat, a Araliphat or 
an aromatic used, be able in those carbon atoms or hydrogen atoms by Heteroatome, particularly N, O, P or S replaced to 
be. This carbon compound contains from 1 to 50, preferably 1 to 20 carbon atoms and from 0 to 30, preferably 0 to 15 
Heteroatome. In a prefered insulin derivative become Thiopyridin, cysteine, Thiopropionsaure, Thiopyridylcarbonsaure, 
Mercaptobernsteinsaure, Gluthathion, Cysteamin or Thiamin used. In a particularly prefered insulin derivative a substituted 
Pyridylrest becomes, for example 2-Mercaptopyridin used. Subject matter of the invention is further a method to the 
preparation of an insulin derivative of the formula I or II, characterised in that not a Aminofunktion essential for the 
A top biological activity of the insulin in a thiol or the Thiolfunktion a compound of the formula III contained in protected form 

Schutzgruppe-S-Y3-Z-Insulin III 

converted and with a thiol reacted becomes if necessary, according to which a compound of the formula becomes I or II 
obtained. 

Particularly subject matter of the invention such a method, characterised in that the selective N-terminal amino acid of the 
A-chain of an insulin and the lysine B-29 of the B-chain of an insulin are provided with a Aminoschutzfunktion and the N- 
terminal amino acid of the B-chain of the insulin with a thiolhaltigen or the Thiolfunktion in a protected form contained 
compound, which can react with amino group, reacted become, whereby the Thiolfunktion becomes covalent to the N- 
terminal amino acid of the insulin B chain bound is left, and the amino protecting groups and if necessary the 
Thiolschutzgruppe remote will and if necessary with a compound of the formula X-Y1-SH to react. 



In a prefered procedure way first the Aminofunktionen of Glycin-A-1 as well as Lysin-B-29 becomes after in the 
Peptidchemie conventional methods selective protected as for example bottom introduction of the t- 
Butyloxycarbonylgruppe (Boc), tivesterderivaten by conversion with t-Butyloxycarbonyl-AC, whereby a derivative referred 
as until Boc insulin develops. In one prefered procedure t-Butyloxycarbonyl-Hydroxisuccinimidester (Boc Osu becomes 
particularly; Chem.Ber. (1975) 108, 2758-2763) used. Then a Thiolfunktion becomes introduced in form of a compound, 
which contains these in a protected form, if necessary. A bottom protected form of the thiol group one understands a 
compound, in which the Thiolfunktion is over a disulfide bond with another thiolhaltigen component, as for example 
Pyridinthion, linked. The thiolhaltige component can become then bottom reducing conditions cleaved. 

In a prefered procedure way become the until Boc Insulinderivat with a thiol or a thiol a reactive component, for example 
a Thioalkylimidat, contained in protected form, a Thiolacton or a Pyridyldithioester reacted. By reaction of the N-terminal 
amino group of the intact or truncated insulin B chain with a thiolhaltigen active ester, whereby for example ester of the 
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Hydroxisuccinimids or o or p-nitrophenol used becomes to become to be able, the Thiolfunktion introduced. 



In a particularly prefered procedure way N-Succinimidyl-3 (- 2-Pyridyldithio) becomes as thiolhaltige reactive component - 
used propionat. 



Subsequent ones become after in the Peptidchemie conventional methods the t-Butyloxycarbonyl (Boc) - protecting groups 
cleaved, for example by treatment with trifluoroacetic acid or a HCI/an acetic acid mixture, but a prefered trifluoroacetic 
acid. 



The thiolhaltige insulin derivative prepared on those above described manner becomes the preparation of a Insu of 
linderivates of the general formula I now with a thiolhaltigen or the Thiolfunktion in protected form contained physiological 
compatible carbon compound contacted. Over disulphide exchange between insulin and carbon compound, which both 
contain the Thiolfunktion or these in a protected form, a insulin S S CARBON COMPOUndcomplex becomes prepared. 



In a prefered procedure a thiolhaltiges protein, for the example an Proteinase inhibitor or a thiolhaltiger carrier, becomes 
used as physiological compatible carbon compound. In one prefered procedure alphal-Antitrypsin used becomes 
particularly. It is however also possible to use carriers first no Thiolfunktion or these in a protected form contained. Such 
carrier substances are propionat before the conversion with thiolfunktionalisiertem insulin with thiolhaltigen reactive 
components, for example Thiolactonen or N-Succinimidyl-3-2 (Pyridyldithio) (SPDP) reacted; particularly prefered becomes 
the conversion with SPDP. 



The preparation of an insulin derivative of the general formula II becomes the thiolhaltige insulin derivative with a 
thiolhaltigen, prepared on those above described manner, or the Thiolfunktion in protected form contained physiological 
compatible carbon compound reacted. Over disulphide exchange a insulin S s carbon compound becomes prepared. 



In a prefered procedure become used as thiolhaltige carbon compound for example Pyridinthion, cysteine, 
mercaptopropionic acid, Mercaptoessigsaure, Pyridinthioncarbonsaure, glutathione, Cysteamin, Mercaptobernsteinsaure or 
Thiamin. In a particularly prefered procedure Pyridinthion becomes used. 



On those above described manner of prepared aiphal-Antitrypsin-S-S-Insulin-Komplex or Pyridyl S S INSULincomplex is 
characterised particularly by the fact that the biological activity of the insulin obtained remains that it also at physiological 
pH value water-soluble and both i.m. and subcutaneous is more resorbable that it is protected in case of the alphal- 
Antitrypsin-S-S-Insulin-Komplexes against proteolytic inactivation that a defined stoichiometry between insulin and 
physiological compatible substance is present, and that the pharmacokinetic properties than those of the old insulin or the 
prolonged-acting Depotinsuline are more favourable. 



The pharmokokinetischen data of a alphal-Antitrpysin-Insulin-Komplexes for intravenous and subcutaneous application 
are in table 1 shown, 



The complexes between insulin and alphal-Antitrypsin or Pyridinthion prepared on those above described manner can 
become the treatment of metabolic illnesses, for example the diabetes mellitus, used. 



These insulin connections can become in the form of agents, which blutisotinisch and bactericidal made are and if 
necessary suitable physiological compatible additions and stabilisers contain, administered. 



The insulin derivatives can do parenteral, e.g. i.v., i.m., s.c. or by means of an insulin pump applied become. 



The subsequent example describe the invention. 



Example 1 



Albumin S S INSULincomplex 



a) Until Boc insulin 



1 g pig insulin became in 37,5 ml DMF, 9.5 ml H20 and 2.7 ml 1 N NaHC03-L6sung dissolved. Subsequent ones became 
930 mg t-Butyloxycarbonyl-Hydroxisuccinimidester, which was in 2 ml DMF dissolved, added. The mixture was abrotiert 4 
hours with room temperature agitated, with 50% acetic acid on pH 6.9 adjusted and the solvent. The oily residue became 
with 10 ml methanol staggered and subsequent in approx. 250 ml diethyl ethers cast in. The precipitation became over a 
glass frit separated, dried with ethyl acetate and diethyl ether multiple washed and over KOH P4O10. Subsequent one 
became the dried precipitation in 6 ml 0.5% NH4HC03 dissolved and over Sephadex TM G-50sf in 0,5% NH4HC03 gel- 
filtered. The until Boc insulin contained fractions combined and subsequent lyophilized became. Auswaage: 0.85 G. 



b) PDP Bi Boc insulin 
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To 36 mg Bi-Boc-Insulinderivat in 3 ml 0.1 mol/l sodium phosphate, 100 mmol/l NaCI pH 7.5 one added bottom agitations 
dropwise 300 mu I N-Succinimidyl-3-2 (Pyridyldithio) propionat (SPDP) - solution (20 mmol/l in ethanol) too. The Lcsung 
left one 30 min. with room temperature stand. One separated the 2-Pyridyl-S-S-CH2-CH2-CO-NH-Glyl-Insulin-bi-BOC 
(PDP Bi Boc insulin) by gel filtration at Sephadex G-50 in 5 g/l NH4HC03 pH 8.5 from impurities and lyophilized 
subsequent. 



c) PDP insulin 

30mg PDP Bi Boc insulin dissolved one in 400 mu I trifluoroacetic acid, which contained 40 mu I anisole. The solution one 
left bottom humidity exclusion to 30 min. with blank and 15 min with 4 DEG C stand. Subsequent ones one poured the 
solution in approximately 100 ml cold ether. The precipitation became multiple with ether washed, in 3 ml 5 g/l NH4HC03 
pH 8.5 dissolved and by gel filtration at Sephadex TM G-50 von Verunreinigungen freed. The pure PDP insulin became 
subsequent lyophilized. In the UV spectrum dithiothreitol (DTE) was to be recognized an additional band with lambda max 
343 Nm after reduction with 0,5 mmol/l, which correspond to free Pyridinthion. 



d) Albumin S s insulin 

33 mg Mercaptalbumin became in 4 ml 50 mmol/l potassium phosphate, 200 mmol/l NaCI pH 8.5 dissolved and with 3,3 
mg PDP insulin in 1 ml the same buffer mixed. The reaction solution left one 1 h with blank and 4 h untouched with 4 DEG 
C. The formed albumin S S INSULincomplex became separated by gel filtration at bio gel TM P 100 of the reaction 
partners. In the SDS gel was a band, which corresponded to a product of approximately 72,000 Dalton to recognize which 
split up after reduction with DTE into 2 bands with approximately 66,000 Dalton and 6,000 Dalton. 



Example 2 

PDP insulin became 1 described prepared as in example. 

27 mg alphal-Antitrypsin became dissolved in 2 ml a solution, which contained 50 mmol/l potassium phosphate and 200 
mmol/l NaCI (pH 8.5) and 25 mmol/l dithiothreitol. The reduction solution left one 1 h untouched with 37 DEG C and 1 h 
with 4 DEG C and separated the subsequent reducing agent by gel filtration at Sephadex TM G-50 in same buffers. 27 mg 
alphal-Antitrypsin-SH in 6 ml above buffer mixed one with 3,2 mg PDP insulin in 1 ml buffer. The treatment and workup 
of the complex mixture as in example 1 described made became. In the SDS gel a band with a mg from approximately 
60,000 Dalton was to be recognized to. It disintegrated after reduction with DTE into 2 bands with molecular weights of 
eta 54,000 and 6,000 Dalton. The cleaned alphal-Antitrypsin-S-S-Insulin-Komplex shown inhibitive properties opposite 
proteases such as chymotrypsin, trypsin and elastase. 

Example 3 

It became a alphal-Antitrypsin-S-S-Insulin-Komplex as in example 2 prepared, whereby pig insulin became replaced by 
human insulin. 

* to P Table 1 

Blood sugar value in the rabbit after application of old insulin or alphal-Antitrypsin-Insulin-Komplex in % dependence of 
the time in percent of the initial value EMI11.1 

Each blood sugar value represents the mean value from the determination in 4 rabbits. It became believed that a 
substance, which contains 1 mg insulin, which possesses to blood-sugar-lower effect of 25 IE insulin. 



Example 4 

It became a alphal-Antitrypsin-S-S-Insulin-Komplex as in example 2 prepared, whereby became used in place of pig 
insulin cattle insulin. 

Example 5 

Pancreatic trypsin inhibiter (PTI) - S-S-INSUUN-complex 

First PTI became after J. Biol. Chem. 235 (2), 396-404 (1960) with N-acetyl-DI-Homocysteine-Thiolacton reacted. One 
received a Thiol functionalised inhibitor. The conversion with PDP insulin to the complex became 1 described performed as 
in example. The PTI S S INSULincomplex shown inhibitive properties opposite plasmin and trypsin. In the SDS gel a band 
with a mg from 12.000 Dalton was to be recognized to. 



Example 6 
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Dextran S S INSULincomplex 



Aminofunktionalisiertes dextran became reacted as in example 3 described with N-acetyl-DL-Homocysteinthiolacton. The 
Thiolgehalt per mol dextran amounted to about 4 mol of thiol groups. The other conversion with PDP insulin to the 
complex became 1 described performed as in example. 



Example 7 



Cystein S S INSULincomplex 



PDP insulin (25, mg), as in example 1 described, prepared and dissolved in 5 ml 50 mmol/l sodium phosphate and 150 
mmol/l NaCI, pH 5.0 became with 0,75 g Cysteinhydrochlorid in 100 mu I of the same buffer reacted. The reaction became 
followed by measurement of the set free Pyridinthions with 343 Nm. The reaction product became lyophilized by gel 
filtration at Sephadex TM G-50sf in 5 g/l NH4HC03, pH 8.3 of Verunreinigungn separated and. 



Example 8 



Thiamin S S INSULincomplex 



25 mg PDP insulin in 2 ml 50 mmol/l sodium phosphate, pH 8.0 became with 0,7 mg dithiothreitol treated. Subsequent 
one became with 3 mg Thiamintetrahydrofurfuryldisulfid in 2 ml above buffer reacted. The reaction product became 
lyophilized by gel filtration at Sephadex TM G-50sf in 5 g/l NH4HC03, pH 8.3 of impurities separated and. 



The insulin connections after example 5 to 8 shown in the rabbit model one to blood-sugar-lower effect. 
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